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Summary
Epidemiologicalandanimalstudieshaveindicatedthatconsumptionofgreenteaisassociatedwith
areducedriskofdevelopingcertainformsofcancer.However,theinhibitorymechanismofgreentea
incarcinogenesishasnotbeenwelestablished.Inthisstudy,theinvolvementofintracelularreactive
oxygenspecies(ROS)ingreenteaextract(GTE)-inducedinhibitionofcelgrowthinhumanhepatoma
HepG2(HepG2)celswastested.WefoundthatGTEdecreasedcelviabilityandinhibitedcelprolifer-
ationinHepG2celsbutnotinNIH3T3celsandprimaryculturedrathepatocytesusedasnormalcels.
Furthermore,OurresultsdemonstratedrapidincreaseofintracelularROSandlossofmitochondrial
membranepotential.WealsoshowedthatHepG2celshaveverylowactivitiesofantioxidativeenzymes
andthereforenotabletoscavengeROSformedbyGTE.Theseresultssuggestthattherapidincrease
ofintracellularROSlevelsafteradditionofGTEtriggerso#inhibitionofcellgrowthinHepG2cels.
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Ⅰ.緒言
緑茶は古くから日本人に親しまれている晴好品であ
ると同時に,抗酸化作用,抗菌 ･抗ウイルス作用,血
圧上昇抑制効果,肝傷害保護効果など生体調節作用を有
する食品であることが知られている1)｡さらに,緑茶の
生理作用のなかで,特に注目されているのが抗ガン作用
である｡ 緑茶のガン予防効果が疫学的に報告されて以来
2~9),緑茶の抗ガン作用メカニズムについての研究が数
多く報告されている｡ すなわち,緑茶の主要構成成分で
ある緑茶ポリフェノールは,ガン化の第一段階である遺
伝子突然変異 (イニシエーション)を抑制することが明
(1)
らかにされている10~12)｡また,当研究室ではすでに,緑
茶抽出物および緑茶ポリフェノールによるガン細胞増殖
抑制効果の作用メカニズムについて,細胞内SH化合物
量が減少すること13),シ トクロムcの放出とカスパーゼ
活性を克進させることによってアポ トー シスを誘導する
こと,アポ トー シスの誘導にはMAPキナーゼおよびカ
スバ-ゼカスケー ドが関係すること14･15), さらに,細胞
増殖を制御するRetinoblastoma(Rb)タンパクのリン酸
化を抑制すること16)を明らかにしている｡
発ガンに深 く関与す る物質 として,活性酸素種
(reactiveoxygenspecies;ROS)があげられる｡ ROSには
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スーパーオキシド (02･-),ヒドロキシルラジカル (･
OH),アルコキシラジカル (LOOH),過酸化水素 (H202)
などの種頬がある｡ ROSはその反応性の高さから,レ
ドックスバランスすなわち生体内における分子の酸化還
元状態を変化させることが知られている｡ 薬物,金属,
虚血,ス トレス,喫煙などによって生じた過剰なROSは,
連鎖反応を引き起こし,生体に悪性腫癌をはじめとした
様々な疾病や老化などを誘発させる｡
一方,好気性生物は生体防御機能としてROS消去シ
ステム (抗酸化作用)を有する17)｡生体内の主な抗酸化
系酵素として,細胞質,ミトコンドリアに多く存在する
スーパーオキシドジスムターゼ (SOD)やグルタチオン
ペルオキシダーゼ (GSH-Px),ペルオキシソームに存在
するカタラーゼなどが挙げられるo さらに,.GSH-Pxに
よるH202の解毒作用に関与するグルタチオンやチオレ
ドキシンなどのSH化合物は,レドックスバランスに関
与する重要な化合物である18)0
近年,ROSは組織や細胞内に対 して傷害的に作用す
るだけでなく,増殖 ･分化へのシグナル伝達として作用
するなどの生理的機能を有すると報告されている19･20)0
ROSに関する文献は数多く存在するが,ROS産生およ
び生体内に対する作用メカニズムについてはいまだ明ら
かにされていない｡
そこで本研究は,緑茶抽出物のヒト肝ガン細胞に対す
る増殖抑制作用におよぼす細胞内ROS産生の関与につ
いて検討した｡
Ⅰ.実験方法
1 試料
試料として緑茶熱水抽出物 (GTE;太陽化学 (秩)よ
り提供)を用いた｡GTEの組成をTablelに示す｡
Tab一e1.Qualitativeandquantitativeanalysisofgreenteaextract(GTE)
PercetageofGTE
(W/W)
(+トCatechin(C)
(-)-Epicatechin(EC)
(+トGallocatechin(GC)
(-)-EpigaHocatechin(EGG)
(-)-EpicatechlngaHate(ECG)
(-)-EpigaHocatechingallate(EGCG)
Caffeine
Carbohydrate
Aminoacids,peptides
Ash
Others
?
?????
?
?
? ? ー? ? ? ? ? ? ?
?
?ー??
?
? ?
?
(2)
2 細胞の調製
a)ガン細胞
･ガン細胞 としてヒ ト肝ガン細胞 (HepG2細胞)を
用いた｡HepG2細胞は10%牛胎児血清 (FBS)を含む
Dulbecco-sModifedEagle■sMedium (DMEM)培 地 で
37℃,5%CO2インキュベーター内で3- 4日間培養
後,細胞数を2.5xlO5cels/mlになるように調整 した｡
本培養として,10%FBSを含むDMEM培地に試料を添
加して0-24時間培養後,実験に供した｡
試料にはGTEを99%エタノールに溶解したものを用
いた｡添加濃度は0-100pg/mlとした｡また,コン
トロール群には99%エタノールを添加した｡
b)正常細胞
正常細胞として,ラット初代分離肝細胞およびマウス
線維芽細胞 (NIH3T3細胞)を用いた｡
肝細胞は,7- 8週齢のSprague-Dawrey系雄性ラッ
トの肝臓をコラゲナーゼ液で濯流 した後,低速遠心に
よって分離した21)｡分離肝細胞は10%FBSおよびインス
リン,デキサメサゾンを含むWiliam■sE培地に2.5xlO5
cels/mlになるように調整 して一晩培養した｡本培養と
して10%FBSおよびインスリン,デキサメサゾンを含
むWiliam'sE培地に試料を添加して0-24時間培養後,
実験に供した｡
NIH3T3細胞 は10%FBSを含むDMEM培地で37℃,
5%CO2インキュベーター内で3- 4日間培養後,細
胞数を5.OxlO5cels/mlになるように調整 した｡本培養
として,10%FBSを含むDMEM培地に試料を添加 して
0-24時間培養後,実験に供した｡
試料にはGTEを99%エタノールに溶解したものを用
いた｡添加濃度は0-loo雌/mlとした｡また,コン
トロール群には99%エタノールを添加した｡
3 細胞生存率の測定
細胞生存率の測定はNeutralRed法を用いた22)｡本培養
終了後,NeutralRed色素液を添加 して, 2時間培養 し
た｡ 1% ホルムアルデヒド-1%塩化カルシウム溶液で
洗浄した後,脱色液として1%酢酸-50%エタノール溶
液を添加 した｡室温で30分放置後,吸光光度計 (JASCO
v-530)によって波長540nmにおける吸光度を測定した｡
細胞生存率はコントロール群の値を100%とし,コン
トロールに対する割合で求めた｡
4 DNA合成能の測定
細胞増殖能の指標として,酸不溶性画分に取り込まれ
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た【3Hトチミジンの放射活性を測定した23･24)｡
本培養終了 1時間前に 【3Hトチミジン (37kBq/dish)
を添加 して培養後,細胞内に取 り込まれた 【3Hトチ ミ
ジンの放射活性を液体シンチレーションカウンター
(BeckmanLS6500)によって測定した｡
5 ミトコンドリア膜電位の測定
ミトコンドリア膜電位の測定はImbertiらの方法25)に
一部改良を加えて行った｡
本培養終了30分前にrhodamine-123溶液を添加 して培
養後,Krebs-Ringer-HEPESbuferで細胞 を回収 した｡
遠心分離した後,上清を蛍光光度計 (ShimazuRト540)
によって励起波長505mm,蛍光波長525nmにおける蛍光
強度を測定した｡
6 細胞内ROSの測定
細胞 内ROSの測定 と して, 非蛍光 のDCFH-DA
(2,7'-dichloronuoresceindiacetate)がH202に反応 して
蛍光のDCFに変化することから,その蛍光を測定する
ことによって生成されたH202量を求めた26)｡
本培養終了15分前に,DCFH-DA溶液 (最終濃度 8
pM)を添加して培養後,HANKSbuferで細胞を回収し
た｡細胞懸濁液をマルチラベルカウンター (Amersham
phamaciaBiotech,ARVOsx1420)で励起波長485nm,栄
光波長505nmにおける蛍光強度を測定した｡
7 細胞内抗酸化系酵素活性の測定
細胞内に存在する主要なROS消去酵素であるグルタ
チオンペルオキシダーゼ活性27),カタラーゼ活性28)ぉよ
びスーパーオキシドジスムターゼ (SOD)活性29)の測定
を行った｡
8 有意差検定
有意差検定には分散分析およびポス トホックテストと
してFisherのPLSD法を使用し,有意水準は5%および
1%とした｡また,同一のアルファベット表示は各群間
に有意差がないことを示す｡
Ⅱ.実験結果
1 細胞生存率におよぽすGTEの影響
ガン細胞 (HepG2細胞)および正常細胞 (NIH3T3細胞)
の細胞生存率におよぼすGTEの影響を検討したところ,
GTEはHepG2細胞の生存率を濃度依存的に低下させた
が (Fig.1),NIH3T3細胞の細胞生存率に影響を与えな
かった (Fig.2)｡このことから,GTEはガン細胞に対し
(3)
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Fig.1.E什ectofGTEoncelviab=tyinHepG2ceHs
CelviabilitywasmeasuredbytheNeutralRedmethod.HepG2
celswereincubatedwithvariousconcentrationsofGTEfわr24hrs.
Eachbaristhemean(士S.D.)ofthreeexperiments(''P<0.01
comparedwithControl;non-GTE-treatedcultures).
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Fig.2.EfectofGTEonce‖viabHityinNIH3T3cels
CelviabilitywasmeasuredbytheNeutralRedmethod.NIH3T3
celswereincubatedwithvariousconcentrationsorGTEfわr24hrs.
Eachbaristhemean(±S.D.)orthreeexperiments.
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Fig.3.EfectofGTEonDNAsynthesisinHepG2ceHs
CelswereincubatedwithvariousconcentrationsorGTEfわr24h∫s.
Eachbaristhemean(±S.D.)ofthreeexperiments(●●P<0.01
comparedwithControl;non-GTE-treatedcultures).
て特異的に細胞生存率を低下させることが示唆された｡
2 HepG2細胞の細胞増殖能におよぽすGTE
の影響
ガン細胞の細胞増殖能におよぼすGTEの影響を調べ
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るためにDNA合成能を測定 したところ,GTEはHepG2
細胞のDNA合成能を濃度依存的に抑制した (Fig.3)｡
3 HepG2細胞の細胞増殖能におよぼすGTE
曝露時間の影響
GTEによるガン細胞増殖抑制効果は,培養開始後い
つから誘導 されるのかを検討 した｡HepG2細胞にGTE
(100pg/ml)を添加し0-24時間培養後,GTEを含ま
ないDMEM培地に交換 した｡また,培養時間はすべて
24時間とし,その後DNA合成能を測定した｡
GTEを30分間曝露 させることにより,HepG2細胞の
DNA合成能は有意に抑制 された (Fig.4)｡ このことか
ら,GTE添加後30分以内に細胞増殖能抑制のスイッチ
が入ったことが示唆された｡
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Fig.4.EfectofexposureperiodtoGTEonHepG2cels
Celswereexposedto100pg/mlGTEfor15,30,60minsand24
hrsandincubatedagalninfreshmediumwithoutGTE.Eachbaris
themean(±S.D.)ofthreeexperiments(HP< 0.01compared
withControl;non-GTE-treatedcultures).
4 HepG2細胞のミトコンドリア膜電位におよ
ぽすGTEの影響
ミトコンドリアはエネルギー物質であるATPを産生
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Fig.5.EfectofGTEonmitochondrialmembrane
potentialinHepG2ce‖s
CelswereincubatedwithorwithoutGTE(loo雌/ml).Eachbar
isthemean(±S.D.)orthreeexperiments(●P <0.05,…p<0.01
comparedwithControl;non-GTE-treatedcu仙res).
(4)
しており,細胞の機能に対 して重要な役割を果たす｡
GTEは,ガン細胞に対して培養開始初期からすでに不
可逆的な細胞増殖能の低下を引き起こしたため,同様に
ミトコンドリアにも影響をおよぼしていることが推察さ
れるoそこで,GTEの ミトコンドリア膜電位におよぼ
す影響を調べた｡
GTE (100pg/ml)添加群の ミトコンドリア膜電位は,
時間依存的に低下した｡また,培養開始30分後における
ミトコンドリア膜電位は,すでにコントロール群に比べ
て有意に低下した (Fig.5)｡
5 細胞内活性酸素種 (ROS)におよぽすGTE
の影響
GTEによるガン細胞増殖抑制効果にROSが関与する
かを検討 したところ,GTE (100pg/ml)添加群では培
養開始15分後に細胞内ROSの顕著な増加が認められた
(Fig.6)｡ さらに,このROSの増加が正常細胞において
も認められるかどうかを検討するため,初代分離肝細
胞を用いて同様の実験を行った｡その結果,肝細胞に
GTEを添加するとROSがコン トロール群に比べて増加
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TimefminsI
1∝)
Fig.6.EfectofGTEonintrace=ularreactiveoxygen
specie'S(ROS)一evelsinHepG2cels
CelswereincubatedwithorwithoutGTE(loo雌/ml).Eachbar
isthemean(±S.D.)ofthreeexperiments(MP<0.01compared
withControl;non-GTE-treatedcultures).
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Fig.7.EfectofGTEonintracelularreactiveoxygen
species(ROS)leve一sinhepatocytes
CelswereincubatedwithorwithoutGTE(100pg/mI).Eachbar
isthemean(±S.D.)ofthreeexperiments.
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したが,有意な差は認められなかった (Fig.7)｡
6 ガン細胞と正常細胞における抗酸化系酵素
活性の比較
ガン化した細胞における抗酸化系酵素活性は,正常細
胞に比べて低値を示すことが報告されている30)｡そこで,
HepG2細胞と初代分離肝細胞の主要な抗酸化系酵素活性
を比較した｡その結果,HepG2細胞におけるSOD活性,
カタラーゼ活性およびグルタチオンペルオキシダーゼ活
性は,肝細胞と比較して有意に低値を示した (Fig.8)｡
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Fig.8.Activitesofantioxidativeenzymesofhepatocytes
andHepG2ceHs
Eachbaristhemean(j=S.D.)ofthreeexperiments(''P<0.01
col叩aredwithhepatocytes).
7 細胞内活性酸素種 (ROS)および細胞増殖
抑制効果におよぽすカタラーゼの影響
ROSのなかでもH202は膜透過性が高く,かつ易移動
性であること,さらに ･OHに変化しやすいため,細胞
に多くの作用を誘導することが報告されている31)｡そこ
で,H202を特異的に分解するカタラーゼを用いてGTE
添加によって産生 されるROSの消去を検討するため,
HepG2細胞の培地にカタラーゼ (50U/ml)を添加して
5分間前培養後,本培養としてGTE (100pg/ml)を添
加し,本培養開始30分後の細胞内ROS量を測定 した｡
その結果,カタラーゼはGTEによって引き起こされた
細胞内ROSの増加を有意に抑制した (Fig.9)｡
さらに,GTEによるHepG2細胞の細胞増殖抑制効果
(5)
に対してカタラーゼが影響するかを検討するため,カタ
ラーゼ (50U/ml)を本培黄開始 5分前に添加した群と
本培養開始30分後に添加した群におけるDNA合成能を
測定した｡
本培養開始 5分前にカタラーゼを添加した群は,GTE
によるDNA合成能抑制が有意に軽減されたが,本培養
開始30分後にカタラーゼを添加 した群は,GTEによる
DNA合成能抑制効果に影響をおよぼさなかった (Fig.
10)｡
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Fig.9.EfectofexogenouscataJaseonGTE-induced
generationofintrace‖uJarROSinHepG2ceHs
Catalase(50U/ml)wasaddedat5minsaftertheadditionofGTE
(100pg/ml).celswereharvestedat30minsaftertheadditionof
GTEandlmeaSuredintracelularROS.
DatanotsharingcommonalphabetaresigniGcantlydiferent(P<
0.01)usingFisher■stest.
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Fig.10.EfectofexogenouscatalaseonGTE-induced
DNAsynthesisinHepG2ce=S.
catalase(50U/ml)wasaddedat5min§befわreor30minsaRer
theadditionofGTE (100pg/ml).Datanotsharingcommon
alphabetaresignifcantlydiferent(P<0.01)usingFisherTstest.
Ⅳ.考察
細胞内活性酸素種 (ROS)は,ガン,動脈硬化などの
生活習慣病や老化に関与することが明らかにされてお
り,そのメカニズムとして,ROSは細胞内レドックス
バランスを変化させ,細胞内の構造や機能に対して様々
な現象を誘導する引き金として作用することが示唆され
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ている｡特にROSのアポ トー シスへの関与についての
研究は,数多く報告されている32-36)｡近年,ROSがポリ
フェノールなどの植物中成分の生理作用に深く関与して
いることが報告されているが,ROS産生および生体内
に対する作用メカニズムについてはいまだ明らかにされ
ていない｡
緑茶抽出物および緑茶ポリフェノールは,ガン細胞
増殖抑制効果を有することがすでに明らかにされている
が,ROSとの関係についての報告はほとんど見当たら
ない｡そこで本研究は,緑茶抽出物のヒト肝ガン細胞に
対する増殖抑制作用におよぼす細胞内ROS産生の関与
について検討した｡
ガン細胞にGTEを添加すると,培養初期よりミトコ
ンドリア膜電位の低下と培養開始15分後に細胞内ROS
量の顕著な増加が認められた｡これらの現象はガン細胞
に特異的であったことから,GTEのガン細胞増殖抑制
作用には,ROSが関与していることが示唆された｡
ミトコンドリア内膜には電子伝達系が存在し,ATP産
生の際に常にスーパーオキシド (02･~)が生成 してい
る｡さらに過酸化水素 (H202) が生じると,2価鉄イ
オンが豊富に存在するために,フェントン反応により容
易にヒドロキシルラジカル (･OH)が生成 し,脂質過酸
化物,リン脂質ヒドロペルオキシドを生成する｡これら
のことから, ミトコンドリアはROSの発生源であると
同時に最もROSの影響を受けやすい部位であると考え
られる｡
次に,GTEを添加した時に生成されたROSがカタラー
ゼなどの抗酸化系酵素によって消去されると,ガン細胞
に対するGTEの効果は軽減された｡しかし,GTEを30
分間曝露 させることにより,HepG2細胞のDNA合成能
は有意に抑制されたことから,GTE添加後30分以内に
細胞増殖能抑制のスイッチが入ったことが示唆された｡
これに引き続いて,細胞内ROSの増加と不可逆的なミ
トコンドリア膜電位の低下が誘導されたことから,ガン
細胞の増殖が抑制されたことが明らかとなった｡
そこで,GTEがROS(H202)の増加を引き起こした
理由として,次のようなことが推察される｡植物成分の
各種ポリフェノールは,一般的にオキシダント作用を有
することが知られているが,一方,プロオキシダント作
用も有するという報告がなされている37)0 3価鉄,02
とポリフェノールを反応させると,ヒドロキシル (OH)
基が金属イオンをキレー トすることにより,ポリフェ
ノール自身は酸化され,スーパ-オキシド (0 2･~)を産
生し,さらにヒドロキシルラジカル (･OH)が生成さ
れる38).これらのことより,反応性の高いポリフェノー
ルは,条件によって抗酸化と酸化促進の両方の作用を
およぼすと考えられる｡このことから,本実験において
GTEによって生成されたH202は,SODによって生成さ
れたものではなく,プロオキシダント作用によるもので
あると推察される｡
さらに,GTEによって生成された細胞内H202がアポ
トー シスを誘導するメカニズムとして,レドックスバラ
ンスの変化を受けてチオレドキシンから遊離したASK
(apoptosisregulatingkinase)1がシグナル伝達の重要な
役割を果たすMAPキナーゼカスケー ドを活性化 し14),
細胞増殖にかかわるタンパクのチロシン残基のリン酸化
13)や,細胞増殖抑制に関与するRbタンパクの脱リン酸
化の誘導16)が挙げられる｡
以上の結果から,ガン細胞はミトコンドリアなどに存
在する抗酸化系酵素の活性が低いために,GTEによっ
て生じたH202を消去できず,レドックスバランスに変
化を生じ,さらに細胞の重要な部位であるミトコンド
リアの機能の低下とそれに引き続くシグナル伝達によっ
て,細胞死および増殖抑制へと誘導されることが示唆さ
れた｡
欧米でも緑茶はガン予防の可能性のある食品の 1つに
取り上げられており,緑茶によるガン予防の臨床試験が
期待されている｡ ガン予防の臨床を行う上で重要なこと
は,そのメカニズムや代謝経路が明確に示される必要が
ある｡実際に緑茶を飲用した時の血中濃度は正確には測
定されておらず,また各臓器への蓄積量についても明ら
かにされていない｡そのためGTEの抗ガン作用につい
てヒトに対する臨床応用する場合には,さらなる検討が
必要であると考えられる｡
V.要約
緑茶抽出物 (GTE)のヒト肝ガン細胞に対する増殖抑
制作用におよぼす細胞内ROS産生の関与について検討
した結果,以下のことが明らかになった｡
1.GTEはガン細胞に対して特異的に細胞生存率および
細胞増殖能を抑制した｡
2.GTEを30分間曝露させることによって,ガン細胞の
DNA合成能は有意に抑制されたことから,GTE添加
後30分以内に細胞増殖能抑制のスイッチが入ったこと
が示唆された｡
3.これに引き続いて,細胞内ROSの増加と不可逆的な
ミトコンドリア膜電位の低下が誘導されたことから,
ガン細胞の増殖が抑制されたことが明らかとなった｡
4.ガン細胞の抗酸化系酵素の活性は正常細胞と比較し
て低値であった｡
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以上の結果から,ガン細胞はミトコンドリアなどに存
在する抗酸化系酵素の活性が低いために,GTEによっ
て生じたROSを消去できず,･レドックスバランスに変
化を生じ,さらに細胞の重要な部位であるミトコンド
リアの機能の低下とそれに引き続くシグナル伝達によっ
て,細胞死および増殖抑制へと誘導されることが示唆さ
れた｡
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緑茶抽出物におけるヒト肝ガン柵胞の増殖抑制効果に
およぼすROS産生の役割
久保田 芳美､湯浅(小島) 明子､湯浅 勲
要旨:緑茶抽出物 (GTE)のヒト肝ガン細胞に対する増殖抑制作用におよぼす細胞内ROS産生の関与について検討
した｡その結果,GTEはガン細胞に対して特異的に細胞生存率および細胞増殖能を抑制したこと,さらに,GTEを
30分間曝露させることによって,ガン細胞におけるDNA合成能の有意な抑制とこれに引き続いて細胞内ROSの増加
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と不可逆的なミトコンドリア膜電位の低下が誘導されたことから,GTE添加後30分以内に細胞増殖能抑制のスイッ
チが入り,ガン細胞の増殖が抑制されたことが明らかとなった｡また,ガン細胞の抗酸化系酵素の活性は正常細胞
と比較して低値であった｡これらのことから,ガン細胞はミトコンドリアなどに存在する抗酸化系酵素の活性が低
いために,GTEによって生じたROSを消去できず,レドックスバランスに変化を生じ,さらに細胞の重要な部位で
あるミトコンドリアの機能の低下とそれに引き続くシグナル伝達によって,細胞死および増殖抑制へと誘導される
ことが示唆された｡
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